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(54) Bezeichnung: HETEROAROMATISCHE OLIGO AMIDE ALS AFFINITATSLIGANDEN 
(57) Abstract 

The invention relates to chromatographic separating media for the sepa- 
ration of nucleic acids, comprising a base carrier and an affinity Ugand, which 
ligand contains a heteroaromatic rest of the formula (I), where X is -CH- or -N= 
and Y is -NCH3- or -O-. The invention also relates to a synthesis pathway for 
producing heteroaromatic oligoamides, in which the heteroaromatic amide units 
are introduced into a polymer support in the form of nitrated heteroaromatic car- 
bonic acid derivatives without the need for protective groups. 

Die Erfindung betrifft chromatographische Trennmaterialien fur 
die Trennung von Nukleinsauren umfassend einen Basistrager und einen 
Aflinitatsliganden, wobei der Affinitatsligand einen heteroaromatischen 
Rest der Formel G) enthalt, worin X - CH- oder-N- und Y-NCH3- 
oder-O- bedeuten. Weiterhin wird ein Syntheseweg fur die Herstellung von 
heteroaromatischen Oligoamiden offenbart, bei dem an einem polymercn 
Trager die heteroaromatischen Amideinheiten als nitrierte heteroaromatische 
Carbons aurederivate eingeflihrt werden, ohne daB Schutzgruppen vonndten 
waren. 
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Heteroaromatische Oligoamide als Affinitatsliganden 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von heteroaromatischen Oligo- 
amiden als Affinitatsliganden in der Chromatographie, sowie besonders 
5 bevorzugte Verfahren zur Herstellung von heteroaromatischen Oligo- 
amiden. 

Fur die Aufreinigung von DNA-Fragmenten und fur die Abreicherung von 
DNA aus biologischen Praparaten stehen bisher nur wenige Affinitats- 
1 0 liganden zur Verfugung. Es wurde gefunden, dafi heteroaromatische 
Oligoamide als Affinitatsliganden fur die affinitatschromatographische 
Trennung von DNA geeignet sind. 

Heteroaromatische Oligoamide gehoren zu den Verbindungsklassen, die 
15 an DNA binden (D.S. Johnson und D.L Boger (1996) in Comprehensive 
Supramolecular Chemistry; Pergamon). Weitere Anwendungsmoglich- 
keiten dieser Verbindungsklasse sind ebenfalls bekannt; dazu gehoren die 
Verwendung als Modellsubstanzen bei der sequenzspezifischen DNA- 
Erkennung, Verwendung als Regulationsfaktoren in der Molekularbiologie 
20 oder als genspezifische Pharmaka. Heteroaromatische Oligoamide sind 
durch Peptidbindungen zwischen Aminocarbonsauren, die einen hetero- 
aromatischen Kern aufweisen, gekennzeichnet. Synthesen fur diese Ver- 
bindungsklasse sind ebenfalls bekannt. Jedoch sind bisher beschriebene 
Synthesewege, wie z.B. der von E.E. Baird und P.B. Dervan (1996) in J. 
25 Am. Chem. Soc. 118 . Seiten 6141 - 6146, beschriebene, wegen der 

zusatzlichen Schutzgruppenchemie aulierst aufwendig. Fur die Bereit- 
stellung eines Affinitatsliganden sollten jedoch moglichst einfache 
Synthesewege zur Verfugung stehen. 

30 Es besteht also die Aufgabe, Trennmaterialien fur die Affinitatschromato- 
graphie von Nukleinssauren bereitzustellen. Urn diese Aufgabe moglichst 
wirtschaftlich zu losen, besteht insbesondere die zusatzliche Aufgabe, ein- 
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fache Synthesewege ohne Schutzgruppenchemie fur heteroaromatische 
Oligoamide bereitzustellen. 

Es wurde gefunden, daft ausgehend von nitrierten heteroaromatischen 
5 Carbonsaurederivaten heteroaromatische Oligoamide mittels Festphasen- 
synthese synthetisiert werden konnen, ohne daft Schutzgruppen eingeftihrt 
werden mussen. Somit konnen bekannte Oder auch neue hetero- 
aromatische Oligoamide in einfacher Weise bereitgestetlt werden; diese auf 
verbesserten Synthesewegen zuganglichen Verbindungen stehen 
1 0 insbesondere auch als Affinitatsliganden zur Verfugung. 

Gegenstand der Erfindung sind chromatographische Trennmaterialien fur 
die Trennung von Nukleinsauren umfassend einen Basistrager und einen 
Affinitatsliganden, wobei der Affinitatsligand einen heteroaromatischen 
1 5 Rest der Formel I enthalt, 



worin 

25 X -CH= Oder -N= 
und 

Y -NCH 3 - Oder -O- 

bedeuten. Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung dieser 
Trennmaterialien fur die chromatographische Trennung von Nukleinsauren. 



20 




\ 



30 
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Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zur Herstellung von hetero- 
aromatischen Oligoamiden, die einen heteroaromatischen Rest der Formel 
I enthalten, 



worin 

X -CH= oder -N= 
und 

Y -NCH 3 - Oder -O- 

bedeuten, wobei folgende Verfahrensschritte ausgefuhrt werden: 

a) Bindung einer heteroaromatischen Nitrocarbonsaureeinheit an einen 
polymeren Trager, wobei die erzeugte Bindung unter Bedingungen 
gespalten werden kann, bei denen Amidbindungen intakt bleiben; 

b) Reduktion der Nitrogruppe der an den polymeren Trager gebundehen 
heteroaromatischen Nitrocarbonsaure zu einer Aminogruppe; 

c) Bindung einer weiteren heteroaromatischen Nitrocarbonsaureeinheit 
an die in Schritt b) entstandenen Aminogruppe, wobei dieselbe 
heteroaromatische Nitrocarbonsaureeinheit wie im Schritt a) oder eine 
heteroaromatische Nitrocarbonsaureeinheit mit anderer Struktur 
eingefuhrt wird; 

d) Wiederholung der Schritte b) und c) bis die gewunschte Kettenlange 
und Sequenz erzielt ist; 

e) optionale Derivatisierung der zuletzt eingefuhrten Nitro- oder Amino- 
gruppe; 



\ 
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f) Abldsung des heteroaromatischen Oligoamids vom polymeren Trager; 

g) optionale Umsetzung der in Schritt f) entstandenen Carboxylgruppe. 



5 Abbiidung 1 zeigt beispielhaft das erfindungsgemafte Syntheseschema. 
Einzelheiten finden sich in den Beispielen. Die Abbildungen 2 und 3 
zeigen einige Beispiele fur heteroaromatische Oligoamide, wie sie durch 
das erfindungsgemaRe Verfahren erhalten werden konnen. Abbiidung 4 
zeigt, wie die Kettenverlangerung durch 1 H-NMR-Messung verfolgt werden 

10 kann. 

Peptidsynthesen an Festphasen sind unter der Bezeichnung Merrifield- 
Synthese bekannt Als Trager dient dabei ein unlosliches Harz. Dieses 
Verfahren wird in vielen Varianten verwendet, beispielsweise werden 
1 5 unterschiedliche Tragermaterialien oder Di- oder Tripeptide anstelle von 
einzelnen Aminosauren benutzt. Eine weitere Variante dieser Synthese, 
bei der ein gelostes Polymer (z.B. Polyethylenglykol) als Trager dient, 
wurde von M. Mutter et al. (1971) Angew.Chem 83, Seite 883 - 884 
beschrieben. 

20 

Es wurde gefunden, daft unter Verwendung von polymeren Tragern auf der 
Grundlage von nitrierten heteroaromatischen Carbonsaurederivaten 
heteroaromatische Oligoamide in einfacher Weise zuganglich sind. Dabei 
konnen in die Oligoamidkette auch Monomereinheiten aus abweichenden 

25 Verbindungsklassen wie aliphatische oder aromatischen Aminocarbon- 
sauren oder wie Sulfonamid- oder Harnstoffderivate eingefugt sein; 
Beispiele sind unter den Ziffern 2-12, 2-13 und 2-14 in Abbiidung 2, sowie 
unter den Ziffern 3-13 und 3-15 in Abbiidung 3 gegeben. Unter den 
erfindungsgemafJen Begriff heteroaromatische Polyamide fallen somit auch 

30 Verbindungen, die teilweise auch Untereinheiten enthalten, die einen 
aromatischen Kern aufweisen, und/oder deren Peptidbindung sich von 
einer Sulfonsaureamid- oder einer Harnstoffgruppierung ableitet, wobei der 
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Anteil dieser abweichenden Staikturelemente nicht mehr als die Halfte der 
Anzahl der Monomereinheiten beziehungsweise Staikturelemente betrifft. 

Als polymere Trager konnen sowohl unlosliche Polymerisate, z.B. vernetzte 
DIOL- Oder epoxidmodifizierte Poly(met)acrylate Oder derivatisierte anorga- 
nische Materialmen, wie z.B. DIOL- oder epoxidmodifiziertes Kieselgel, oder 
auch losliche Polymerisate, wie z.B. Polyethylenglykolderivate, verwendet 
werden. Alle diese Varianten werden erfindungsgemafi als Festphasen- 
synthesen an polymeren Tragern zusammengefafct. In einer ersten Stufe 
wird als erste Monomereinheit die erste nitrierte heteroaromatische 
Carbonsaureeinheit (kurz: Nitrocarbonsaureeinheit) an den Trager 
gebunden. Diese Bindung kann direkt oder uber einen spacer erfolgen; 
die Verwendung von spacern ist von DJ. Gravert und K.D. Janda (1997) 
beschrieben (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, Seiten 6419 - 6423). Als 
spacer konnen beispielsweise a-co-Diamine, wie z.B. Ethylendiamin oder 
1,6-Diaminohexan, sowie co-Aminocarbonsauren oder co-Hydroxycarbon- 
sauren verwendet werden. Als polymerer Trager wird insbesondere 
Methoxypolyethylenglykol, insbesondere mit einem Molekulargewicht von 
10 3 bis 10 4 bevorzugt. 

Fur die Bindung der ersten Monomereinheit stehen dem Fachmann 
bekannte Reaktionsketten zur Verfugung: So kann ein Saurechlorid einer 
nitrierten heteroaromatischen Carbonsaure mit einer aliphatischen 
Hydroxylgruppe auf dem polymeren Trager zur Reaktion gebracht werden. 
Aulierdem ist es beispielsweise moglich, eine nitrierte heteroaromatische 
Carbonsaure durch Reaktion mit wasserabspaltenden Agentien, wie z.B. 
Dicylclohexylcarbodiimid, oder durch die Aktivierung der Hydroxylgruppe 
oder der Carboxylgruppe an den polymeren Trager zu binden. Geeignete 
Reaktionen und die notwendigen Reaktionsbedingungen sind beispiels- 
weise aus der Peptidchemie bekannt und in gangigen Handbuchern dieses 
Fachgebietes beschrieben. 
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Im folgenden Reaktionsschritt wird die Nitrogruppe zu einer Aminogruppe 
reduziert Geeignete Reduktionsmethoden sind dem Fachmann bekannt. 
Bevorzugt wird die katalytische Reduktion mit Ammoniumformiat in Gegen- 
5 wart von Palladium (NH 4 HC0 2 /Pd/C in CH 2 CI 2 :Methanol). Nach Abtren- 
nung des Katalysators durch Filtration kann das polymergebundene Amin 
durch Zugabe von Ether ausgefallt werden und in CH 2 CI 2 gelost werden, 
wobei uberschussiges NH 4 HC0 2 im Ruckstand verbleibt. 

10 Anschliefiend kann die nachste Monomereinheit eingefugt werden, wobei 
fur die Bildung der Peptidbindung die oben bereits genannnten Vorgehens- 
weisen zur Verfugung stehen. Die Nitrogruppe der neu eingefugten Mono- 
mereinheit wird wiederum wie bereits im vorgehenden beschrieben zur 
Aminogruppe reduziert. Diese Reaktionsfolgen konnen wiederholt werden, 

15 bis das Reaktionsprodukt die gewunschte Lange aufweist. Durch Auswahl 
der Monomereinheiten kann die gewunschte Sequenz erzielt werden. 
Dabei konnen neben verschiedenen nitrierten heterocyclischen Carbon- 
sauren auch aromatische Nitrosulfonylchloride oder Nitroisocyanate oder 
andere Aminocarbonsauren eingesetzt werden, wobei die oben genannten 

20 Sequenzvariationen erzeugt werden. Die KettenverlSngerung durch den 
Einbau der Monomereinheiten kann durch NMR-Messung verfolgt werden. 

Die Nitrogruppe der letzten Monomereinheit kann nach bekannten Verfah- 
ren weiter umgesetzt werden; es ist ebenfalls moglich als Monomereinheit 
25 eine Carbonsaure ohne Nitrogruppe zu verwenden. 

Die fur das erfindungsgemafte Verfahren benotigten nitrierten (hetero)- 
aromatischen Carbonsauren und deren Derivate sind kommerziell erhaltlich 
oder nach Standardmethoden der organischen Synthese zuganglich. 

30 

Falls gewunscht, kann das erzeugte heteroaromatische Oligoamid vom 
polymeren Trager nach bekannten Methoden, z.B. hydrolytisch, abgespal- 
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ten werden. Anschliefiend kann das freigesetzte heteroaromatische 
Oligoamid gegebenenfalls weiter umgesetzt werden, z.B. indem man eine 
spacer-Gruppierung einfuhrt, oder indem man das heteroaromatische 
Oligoamid direkt an einen chromatographischen Basistrager bindet. Falls 
der polymere Trager als Basistrager fur die Chromatographie geeignet ist, 
kann das heteroaromatische Oligoamid auch auf dem polymeren Trager 
verbleiben und das Produkt direkt als chromatographisches Trennmaterial 
Verwendung finden. 

Unter dem Begriff Basistrager fur die Chromatographie werden Materialien 
verstanden, auf deren Grundlage chromatographische Trennmaterialien 
bereitgestellt werden konnen; dazu gehoren beispielsweise: vemetzte 
organische Polymere, wie Styrol-Divinylbenzol-Copolymerisate oder wie 
Copolymerisate auf der Grundlage von Poly(meth)acrylaten, Polysaccha- 
ride und deren Derivate, Kieselgele und deren Derivate. Basistrager 
konnen sowohl poros mit in der Chromatographie ublichen Porenweiten als 
auch unporos vorliegen. Basistrager konnen aufcerdem in partikularer 
Form mit in der Chromatographie ublichen Abmessungen, aber auch in 
nicht-partikularer Form beispielsweise als saulenformige Formkorper oder 
als Membranen, vorliegen. Derartige Materialien sind dem Fachmann 
bekannt und deren Eigenschaften und Verwendung in Handbuchern 
beschrieben. Viele geeignete Materialien sind zudem kommerziell 
erhaltlich. Die chromatographischen Trennmaterialien entsprechend der 
voriiegenden Erfindung werden fur die Affinitatschromatographie eingesetzt 
und enthalten deswegen heteroaromatische Oligoamide als Affinitats- 
liganden, die fur die Wechselwirkung zwischen dem Analyten und dem 
chromatographischen Trennmaterial verantwortlich sind. 

In Abbildung 1 ist eine Reaktionsfolge in zwei Varianten beispielhaft 
dargestellt: Methoxypolyethylenglycol (MeO-PEG-OH) mit einem mittleren 
Molekulargewicht von 5000 diente als polymerer Trager. Durch 
Umsetzung mit 1-Methyl-4-nitro-1H-pyrrol-2-carbonylchlorid (1) mit MeO- 
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PEG-OH unter Standardbedingungen wird die erste heterocyclische 
Monomereinheit in Esterbindung eingefuhrt (Reaktionsschritt a)). Die 
Bindungskapazitat des polymeren Tragers betragt fur die erste 
heterocyclische Monomereinheit ca. 2,5 g/100 g Trager. Anschliefiend 
wird die Nitrogruppe mit NH 4 HC0 2 /Pd/C in CH 2 CI 2 :Methanol (1:8; v:v) bei 
Raumtemperatur innerhalb einer Stunde zur Aminogruppe reduziert 
(Reaktionsschritt b)). Der feste Katalysator wird abfiltriert. Das an den 
polymeren Trager gebundene Amin wird anschlieliend mit Diethylether 
ausgefallt. Anschlieliend wird das an den polymeren Trager gebundene 
Amin mit CH 2 CI 2 gelost und kann fur den nachsten Kopplungsschritt 
verwendet werden; uberschussiges NH 4 HC0 2 bleibt zuruck. Fur den 
nachsten Kopplungsschritt kann das Saurechlorid (2) in Gegenwart von 
Pyridin zur Reaktion gebracht werden (Reaktionsschritt c)). Es ist an 
dieser Stelle auch moglich, statt des Saurechlorides (2) die freie Saure (5) 
einzusetzen und diese mit Dicyclohexylcarbodiimid (DCC/HOBt) an die 
Aminogruppe zu binden (Reaktionsschritt d)). Durch die Wiederholung des 
Reduktions- und des Kopplungsschrittes werden Trimere und Tetramere 
erhalten (Reaktionsschritt e)). Nachdem gewunschte Sequenz und 
Kettenlange erreicht sind, wird das heteroaromatische Oligoamid durch 
Alkalibehandlung hydrolytisch vom polymeren Trager abgespalten 
(Reaktionsschritt f)). 

In den Abbildungen 2 und 3 sind beispielhaft einige weitere heteroaroma- 
tische Oligoamide dargestellt, wie sie durch das erfindungsgemalie Verfah- 
ren auf einfache Weise zuganglich sind. In den Abbildungen 2 und 3 
bedeuten: 

R MeO-PEG-O- oder HO- 
X -CH= oder -N= 
n 1,2 oder 3 

Auch ohne weitere Ausfiihrungen wird davon ausgegangen, dafi ein Fach- 
mann die obige Beschreibung in weitesten Umfang nutzen kann. Die 
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bevorzugten Ausfuhrungsformen und Beispiele sind deswegen lediglich als 
beschreibende, keineswegs als in irgendeine Weise limitierende Offen- 
barung aufzufassen. 

Die vollstandige Offenbarung aller vor- und nachstehend aufgefuhrten 
Anmeldungen, Patente und Veroffentlichungen, sowie der korrespon- 
dierenden Anmeldung DE 198 05 431.9, eingereicht am 1.02.1998, sind 
durch Bezugnahme in diese Anmeldung eingefuhrt. 



Beispiele 

Im folgenden bedeutet Raumtemperatur eine Temperatur zwischen 15 und 
30 °C. Die im folgenden in den Beispielen 1 und 2 benutzten Verweis- 
zeichen beziehen sich auf Abbildung 1. 

Beispiel 1: Bindung des ersten Monomerbausteines an 
Polyethyienglykol 

Erste Stufe (Kopplunqsreaktion) : 10 g Methoxypolyethylenglykol (MeO- 
PEG-OH) mit einem mittleren Molekulargewicht von 5000 werden in 50 ml 
CH 2 CI 2 gelost. Unter Ruhren werden 1,2 g 1-Methyl-4-nitro-1H-pyrroI-2- 
carbonylchlorid (1) und 2 ml trockenes Pyridin zugefugt und die Mischung 
weitere 12 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Anschlieftend wird die 
Reaktionslosung filtriert und das polymergebundene Produkt durch Zugabe 
von 800 ml Diethylether ausgefallt und abgefiltert. Das Produkt wird 
zweimal umgefallt und im Vakuum getrocknet, es kann mittels NMR- 
Spektroskopie analysiert werden. 

Die Ausbeute ist quantitativ. 100 g MeO-PEG-OH binden ca. 2,5 g 1- 
Methyl-4-nitro-1H-pyrrol-2-carbonylchlorid. 
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Zweite Stufe (Reduktion): 5 g des Produktes (3) aus Stufe 1 werden mit 
200 mg Pd/C (10 %) und 1 g Ammoniumformiat in 50 ml CH 2 CI 2 / Methanol 
(1 :8; v:v) gemischt und eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Der 
Katalysator wird abfiltriert und das Produkt durch Zugabe von 400 ml 
Diethylether ausgefallt und abfiltriert. Der erhaltene wei&e Riickstand wird 
mit 25 ml CH 2 CI 2 behandelt, wobei das polymergebundene Produkt in 
Losung geht und unverbrauchtes Ammoniumformiat zuriickbleibt. Der 
Riickstand wird abfiltriert; die Losung des polymergebundenen Produktes 
(4) kann unmittelbar fur die Kopplung der nachsten Monomereinheit 
verwendet werden. 



Beispiel 2: Einfiihrung von weiteren Monomerbausteinen 

StufeJ. (Kopplung): Die Losung aus der zweiten Stufe von Beispiel 1 wird 
unter Riihren mit 570 mg 1-Methyl-4-nitro-1H-pyrrol-2-carbonylchlorid (1) 
und 1 ml trockenem Pyridin versetzt und die Mischung weitere 12 Stunden 
bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlielJend wird die Reaktionslosung 
filtriert und das polymergebundene Produkt (6) durch Zugabe von 400 ml 
Diethylether ausgefallt und abgefiltert. Das Produkt wird zweimal umgefallt 
und im Vakuum getrocknet, es kann mittels NMR-Spektroskopie analysiert 
werden. Die Ausbeute ist quantitativ. 



25 



30 
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Zweite Stufe (ReduktionV 5 g des Produktes (6) aus Stufe 1 werden mit 
200 mg Pd/C (10 %) und 1 g Ammoniumformiat in 50 ml CH 2 CI 2 / Methanol 
(1:8; v:v) gemischt und eine Stunde bei Raumtemperatur geruhrt. Der 
Katalysator wird abfiltriert und das Produkt durch Zugabe von 400 ml 
Diethylether ausgefalit und abfiltriert. Der erhaltene weifie Ruckstand wird 
mit 25 ml CH 2 CI 2 behandelt, wobei das polymergebundene Produkt in 
Losung geht und unverbrauchtes Ammoniumformiat zuruckbleibt. Der 
Ruckstand wird abfiltriert; die Losung des polymergebundenen Produktes 
kann unmittelbar fur die Kopplung der nachsten Monomereinheit verwendet 
werden. 

DerZyklus aus Kopplungsreaktion und Reduktion kann mehrfach wieder- 
holt werden. 

Beispiel 3: Abspaltung des heteroaromatischen Oligoamids vom 
polymeren Trager 

Sobald das Oligomere ((7); (8)) die gewiinschte Kettenlange erreicht hat, 
wird es durch Behandlung mit 2 N NaOH bei 50 °C (Dauer 6 Stunden) 
hydrolytisch vom polymeren Trager abgespalten (Reaktion f)). Es entsteht 
die freie Carbonsaure des heteroaromatischen Oligoamids ((9); (10)). Die 
Ausbeute ist quantitativ. 

Beispiel 4: Weitere Umsetzungen an einem heteroaromatischen 
Oligoamid 

In einem nach den vorhergehenden Beispielen erhaltenen polymer- 
gebundenen heteroaromatischen Oligoamid wird die Nitrogruppe zur 
Aminogruppe reduziert und anschlieftend mit Glycin umgesetzt. Nach der 
hydrolytischen Abspaltung vom polymeren Trager wird die Carboxylgruppe 
mit N,N-Dimethylpropylendiamin umgesetzt. Beispielhafte Reaktions- 
produkte sind in Abbildung 3, Formel 3-15, dargestellt. 
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In Abbildung 3, Formel 3-15, bedeuten: 
n 1,2 Oder 3; 
X -CH=oder-N= 



Beispiel 5: Bindung eines heteroaromatischen Oligoamids an einen 
azlacton-aktivierten Trager 

2 g eines aziactonaktivierten Tragers (Fractogel® Azlacton; Art. Nr. 10 087; 
Merck KG a A) werden in einer Losung von 150 mM NaCI in 40 ml 
Phosphatpuffer pH 7,0 suspendiert und 100 mg eines nach Beispiel 4 
erhaltenen derivatisierten heteroaromatischen Oligoamides (n=1 ; X= -CH=) 
unter Ruhren zugefugt und uber Nacht bei Raumtemperatur weiter geruhrt. 
Das erhaltene Produkt wird abfiltriert Uberschussige Azlactongruppen 
werden durch Reaktion mit 0,2 M Glycin in Tris-Puffer (pH 8,0) bei 40 °C (2 
Stunden) inaktiviert. Das Produkt wird abgesaugt und mit Phosphatpuffer 
pH 7 gewaschen. 

Es resultiert ein chromatographisches Trennmaterial, das als Separations- 
effektor ein derivatisiertes heteroaromatisches Oligoamid enthalt. 



Beispiel 6: Bindung eines heteroaromatischen Oligoamids an einen 
epoxy-aktivierten Trager 

2 g eines epoxyaktivierten Tragers (Fractogel® Epoxy; Art. Nr. 16 279; 
Merck KGaA) werden in einer Losung von 150 mM NaCI in 40 ml 
Phosphatpuffer pH 7,0 suspendiert und 100 mg eines nach Beispiel 4 
erhaltenen derivatisierten heteroaromatischen Oligoamides (n=1; X= -CH=) 
unter Ruhren zugefugt und 72 Stunden bei 40 °C weiter geruhrt Das 
erhaltene Produkt wird abfiltriert. Uberschussige Epoxygruppen werden 
durch Reaktion mit 0,2 M Glycin in Tris-Puffer (pH 8,0) bei 40 °C (2 
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Stunden) inaktiviert. Das Produkt wird abgesaugt und mit Carbonatpuffer 
pH 10 gewaschen. 

Es resultiert ein chromatographisches Trennmaterial, das als Separations- 
effektor ein derivatisiertes heteroaromatisches Oligoamid enthalt. 
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Anspriiche 

1 . Chromatographisches Trennmaterial fur die Trennung von Nukiein- 
sauren umfassend einen Basistrager und einen Affinitatsliganden, dadurch 
gekennzeichnet, daft der Affinitatsligand einen heteroaromatischen Rest 
der Formel I in Amidbindung enthalt, 



15 worin 

X -CH=oder-N= 
und 

Y -NCH 3 -oder-0- 
bedeuten. 

20 

2. Verfahren zur Herstellung von heteroaromatischen Oligoamiden, die 
einen heteroaromatischen Rest der Formel I in Amidbindung enthalten, 



10 
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worin 

X -CH= Oder -N= 
und 

Y -NCH 3 -oder-0- 
5 bedeuten, gekennzeichnet durch folgende Verfahrensschritte: 

a) Bindung einer heteroaromatischen Nitrocarbonsaureeinheit an einen 
polymeren Trager, wobei die erzeugte Bindung unter Bedingungen 
gespalten werden kann, bei denen Amidbindungen intakt bleiben; 

b) Reduktion der Nitrogruppe der an den polymeren Trager gebundenen 
1 0 heteroaromatischen Nitrocarbonsaure zu einer Aminogruppe; 

c) Bindung einer weiteren heteroaromatischen Nitrocarbonsaureeinheit 
an die in Schritt b) entstandenen Aminogruppe, wobei dieselbe 
heteroaromatische Nitrocarbonsaureeinheit wie im Schritt a) oder eine 
heteroaromatische Nitrocarbonsaureeinheit mit anderer Struktur 

15 eingefuhrt wird; 

d) Wiederholung der Schritte b) und c) bis die gewunschte Kettenlange 
und Sequenz erzielt ist; 

e) optionale Derivatisierung der zuletzt eingefiihrten Nitro- oder Amino- 
gruppe; 

20 f) Ablosung des heteroaromatischen Oligoamids vom polymeren Trager; 

g) optionale Umsetzung der in Schritt f) entstandenen Carboxylgruppe. 

3. Verwendung eines chromatographischen Trennmaterials nach 
Anspruch 1 fur die Trennung von Nukleinsauren. 

25 
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